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wotruktura i dynamika peptydoéw i bialek amyloidogennych na przykladzie serum
amyloidu A i ludzkiej cystatyny C”

Celem mojej rozprawy doktorskiej bylo uzupelnienie aktualnego stanu wiedzy na
temat struktury przestrzennej oraz oddziatywan pomigdzy biatkami amyloidowymi. W swoich
badaniach skupitam si¢ na dwodch biatkach odpowiedzialnych za wystgpowanie chordb
cywilizacyjnych XXI, do ktorych zaliczy¢ mozna serum amyloid A (SAA) oraz ludzka
cystatyng C (hCC).

W pierwszym etapie badan ustalitam strukture przestrzenng biatka SAA korzystajac z
metody opartej tylko na sekwencji aminokwasowej bialka de novo, w polu sil UNRES.
Uzyskatam strukture, na ktorg sklada si¢ siedem antyréwnoleglych helis polaczonych
fragmentami o strukturze nieuporzadkowanej, z nieuporzadkowanym N- oraz C-koncem.
Uzyskang strukture poréwnalam z danymi literaturowymi, migdzy innymi ze strukturg
teoretyczng uzyskang za pomoca modelowania homologicznego oraz ze strukturami
krystalicznymi oligomeru biatka SAA. Wyznaczona przeze mnie struktura monomeru SAA
wykazuje wiele podobienstw do struktury eksperymentalnej. Podobienstwo to odzwierciedla
przede wszystkim antyrownolegle ulozenie helis wzgledem siebie oraz nieuporzadkowany C-
terminalny koniec biatka. Zaobserwowane réznice wynikajg z faktu, ze struktura otrzymana w
wyniku zwijania biatka de novo jest struktura dynamiczna, zas struktury krystalograficzne sa
strukturami statycznymi. Otrzymany na podstawie sekwencji aminokwasowej teoretyczny
model monomeru biatka serum amyloid A moze odpowiada¢ faktycznej jego strukturze w
roztworze.

Kolejnym etapem badan realizowanych w ramach mojej pracy doktorskiej bylo
ustalenie struktury w roztworze biatka hCC oraz jego mutanta V57G z wykorzystaniem
wielowymiarowej techniki NMR. W wyniku analizy dwu- (2D NMR 'H-'"N HSQC) oraz
tréjwymiarowych (3D HNCO, 3D HN(CO)CA, 3D HNCA, 3D CACB(CO)NH, oraz 15N-
13C-edited NOESY-HSQC) widm magnetycznego rezonansu jadrowego dla podwojnie (hCC
V57G '3C,">N) oraz potréjnie (hCC ?D,'*C,'”N) znakowanych bialek uzyskalam przesuniecia
chemiczne dla atoméw tanicucha gléwnego, a nastgpnie na podstawie przesuni¢¢ chemicznych
wygenerowatam struktur¢ trojwymiarowa monomeru hCC. Otrzymana struktura posiada
wszystkie elementy struktury drugorzgdowej wystgpujace w znanych strukturach
krystalicznych monomeréw ludzkiej cystatyny C. Dlugosci poszczegdlnych elementow
struktur drugorzedowych sg zgodne z dlugosciami wystepujacymi w znanych strukturach
krystalicznych monomeréw biatka hCC. Niewielkie roznice mozna zaobserwowa¢ w rejonach
nieuporzadkowanych — gléwnie petli L1 oraz AS. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze otrzymana
przeze mnie struktura zostala wygenerowana na podstawie przesuni¢¢ chemicznych atomow
fancucha gléwnego oraz na podstawie homologii do znanych struktur bialek, stad istnieje
bardzo duze podobienstwo pomigdzy struktura NMR oraz strukturami krystalicznymi.

Dla podwdjnie znakowanego biatka V57G struktura zostala uzyskana na podstawie
analizy widm NOESY. Sygnaly NOE dla poszczeg6lnych par atoméw zostaly przeliczone na
odleglosci miedzyatomowe tzw. wigzy odleglosciowe. Na podstawie wigzow NOE
wygenerowalam startowg strukturg biatka V57G, ktéra, w dalszym etapie poddana zostala
minimalizacji w programie AMBER. Topologia uzyskanej struktury biatka V57G hCC biatka
jest analogiczna jak topologia biatek nalezacych do rodziny cystatyn. W poréwnaniu do nich
poszczegoblne elementy struktury drugorzedowej sa nieco krotsze i nie tak regularne jak w
strukturze krystalograficznej. Wigksza jest tez zawarto$¢ fragmentow o strukturze
nieuporzadkowanej. Wynika to z faktu, iz otrzymana struktura jest strukturg dynamiczna,
wyznaczong na podstawie pomiarow NMR w roztworze, gdzie biatko ma wigksza swobode
ruchu. Zauwazalna jest roznica w ulozeniu plaszczyzny beta-kartek — sa one bardziej plaskie



niz w znanych strukturach krystalicznych. W strukturze NMR udato si¢ wyznaczy¢ polozenie
dtugiego, N-konicowego fragmentu oraz strukturg calej petli AS. Tych elementéw struktury
drugorzedowej brakuje w znanych dotychczas strukturach krystalicznych hCC.

Powyzsze wyniki uzupelniltam o studia nad struktura fragmentu biatka SAA
odpowiedzialnego za tworzenie kompleksu z hCC. Ustalitam jego konformacj¢ przestrzenna z
wykorzystaniem danych NMR. Otrzymane wyniki dla peptydu SAA(86-104) zestawilam ze
znanymi strukturami biatka SAA. Nastepnie przeprowadzitam badania strukturalne analogéw
SAA(86-104) posiadajagcych mutacje¢ Pro-Ala i sprawdzilam, czy wylaczenie proliny z
sekwencji aminokwasowej C-konicowego fragmentu SAA znaczaco wplywa na strukture tego
peptydu i w jaki sposob te zmiany wptywaja na mozliwos¢ formowania kompleksu analogéw
z hCC. Okazalo sie, ze niemozliwe jest znalezienie korelacji migdzy danymi strukturalnymi, a
rezultatami badan powinowactwa peptydéw do ludzkiej cystatyny C.

W ostatnim etapie badan wykonalam symulacje dokowania molekularnego dla
kompleksow hCC/SAA wykorzystujac, miedzy innymi, uzyskane wczesniej struktury biatka
SAA oraz peptydu SAA(86-104). Dla uzyskanych modeli strukturalnych przeprowadzilam
analize oddzialywan niekowalencyjnych pomigdzy resztami aminokwasowymi hCC i SAA
odpowiedzialnymi za formowanie si¢ kompleksu. W przypadku kompleksu hCC z
SAA(86-104) potwierdzily si¢ wnioski uzyskane w badaniach analogéw Pro-Ala, to jest
struktura kompleksu hCC z peptydem jest stabilizowana przez oddzialywanie pomig¢dzy
resztami SAA: Lys90 oraz Arg96 i odpowiednio hCC Ser98 i Tyr102. Natomiast w
przypadku modelowania kompleksow biatko-biatko okazalo sig¢, Zze dominujgcym
oddziatywaniem jest kontakt pomiedzy Tyrl02 hCC - Lys90 SAA, uzupeliony o
oddzialywanie Ser98 hCC, a Arg96 SAA.

Przeprowadzone przeze mnie badania poszerzyly istniejacy stan wiedzy na temat
struktury i oddzialywan pomiedzy biatkami amyloidowymi. Uzyskane wyniki umozliwig
przeprowadzenie kolejnych badan majacych na celu projektowanie peptydomimetykow
hamujgcych proces oligomeryzacji/fibrylizacji bialek serum amyloid A oraz ludzkiej
cystatyny C.



